魚類ヒレ形態の創出機構 by 矢野 十織
魚類ヒレ形態の創出機構
著者 矢野 十織
号 9
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 生博第221号
URL http://hdl.handle.net/10097/60038
氏名(本籍地)
学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
学位授与の要件
研究科，専攻
論文題目
博士論文審査委員
やのとおる
矢野十織
博士(生命科学)
生博第 221 号
平成 24年 3 月 27 日
学位規則第4条第 1 項該当
東北大学大学院生命科学研究科
(博士課程)生命機能科学専攻
魚類ヒレ形態の創出機構
(主査) 教授田村宏治
教授杉本亜砂子
准教授美濃川拓哉
- 63 -
論文内容の要旨
生物の形態の創出機構を解明するうえで、脊椎動物の付属肢(ヒレと四肢)に関する研
究は最良の知見を与える。なぜならヒレや四肢がどのように形づくられるのか(発生研究)、
魚類ヒレが四足動物四肢へと進化する際にどのような形態創出機構の変更があったのか
(進化発生研究)、といった細胞・遺伝子レベルから多様性・進化レベルまで幅広い視点で
研究が可能であるからだ。本研究ではまず第一章としてヒレと四肢との問にみられる形態
差について記載し、これを生みだす発生メカニズムについて考察した。第二章では、第一
章における考察を受けて、任発生期における魚類胸ビレ末端上皮 (AER: apical ectodermal 
ridge と AF: apical fold) の発生学的役割の解析を行い、器官の形態形成メカニズムと形態
進化について考察した。
ヒレと四肢は進化学的にも発生学的にも共通形質からの派生器官である(相同器官であ
る)と考えられているが、ヒレと四肢は両者が一見して区別できるほど全く異なる構造・
形をしている。最終的な形態差を生みだす発生メカニズムは、特に発生後期に存在するこ
とが考えられた。それは「発生後期における末端上皮 (AER と AF) の形態差j 、 Ihoxall 
と hoxa13 の発現分離・不分離j 、 15'HoxD 群の発現ドメインの前方拡大の有無j 、「鰭条骨
形成細胞(進入間葉細胞)の起源」の 4 つである可能性が浮上した。特に四肢発生のシグ
ナリングセンターとして直下の間充織の増殖・伸長を促す上皮 AER がヒレ発生の場合に
は AF へと構造を変える点に関しては、最終的な形態差を生み出す大きな要因であること
が予想される。しかしヒレの発生において AER が AF に転換したとき、機能的に同じシグ
ナリングセンターとして働くのか、それとも別の機能をもつのかについては不明であり、
ヒレ発生における AER と AF の機能的役割について解析することが形態創出機構の理解の
ために重要であることが考えられた。
AER と AF の詳細な構造の記載と機能的役割の解明のため、本研究ではゼブラフィッシ
ュ匹発生時期を前期と後期に分け、( 1) AER-AF 転換期(受精後 36 時間前後)における
末端上皮 (AER、 AF) の形態と、胸ピレ発生過程の記載についてまず行った。次に( 2 ) 
AF 伸長期(受精後 36 時間以降)における AF の形態と AF 伸長メカニズムについて調べ
7こ。
( 1) AER が受精後約 36 時間後に AF へと形態変化する様子は Laminin の免疫染色によ
って構造的に明らかとなり、またヒレの外縁周血管を AF の基部側として定義することで、
受精後 36 時間以降の胸ピレ AF が急激に伸長する様子を捉えることができた。 AER が AF
に転換した直後(受精後 40 時間)で AF を外科的に切除し AF の形成を阻害すると、上皮
- 64 -
は切断 6 時間後に再生し、さらにこの上皮が AER を再形成し、切断 1 日後には AF に転換
し元の形態に戻った。ところが AF 切除実験によって誘導された AER をより長期間維持さ
せ、 AF の形成時期を遅らせることを目的として、 AF 切除後に再形成してくる AF を繰り
返し( 3 回)切除し続けたところ、間充織部分が基部一先端部方向に過伸長した個体が確
認された。このとき処理を行った胸ピレでは AER マーカー遺伝子や間充織の増殖シグナ
ルの再発現が見られた。さらにこれら処理個で体は内骨格が先端方向に伸長するという、
最終的な骨格パターンの変化が起こった。 AER から AF への転換のタイミングがヒレ間充
織での骨格パターン形成、ひいてはヒレと四肢の形態差を生じる仮説は古くから Iclock 
modelJとして指摘されていた。本研究の結果はこの clock model を始めて支持するもので
あると考えられ、 AF の 3 回切除によって AER の作用時間が延長されるとヒレ間充織はよ
り伸長し、逆に AF が形成されるとヒレ間充織の伸長は抑制を受けることが示唆された。
( 2 )受精後 36 時間以降では AF が伸長していくが、このとき最末端の上皮のみから構
成される distal AF 領域と、基部側から進入間葉細胞が移入する間隙の生じた proximalAF 
領域の 2 つに分けられることが組織形態から明らかになった。これは様々な AER/AF マー
カー遺伝子の発現を解析した場合にも distal AF 特異的発現を示すものと AF 全体に発現が
みられるものの 2 種類に分類されたことからも明らかとなった。さらに distal AF 特異的に
働くエンハンサー領域がゼブラフィッシュゲノム配列に存在することも分かった。受精後
53 時間の胸ピレにおいて、 distal AF の上皮特異的に GFP 蛍光を有するトランスジェニッ
クライン (hspGFFDMC131A) を用いて distal AF のみを切除する実験を行うと、 proximalAF 
の形成が停止した。この結果より、 AF 伸長期においては distal AF からの影響を受けて
proximal AF が伸長するというヒレ特異的な発生メカニズムの一端を明らかにするに至っ
た。
このように AER によって引き起こされる胸ピレ発生初期は、問充織の増殖によってヒレ
原基は伸長をみせるが、 AER が AF に転換すると、 AF の末端 (distal AF) からの伸長促進
作用が AF の基部 (proximal AF) で受け取られ、これによって AF の伸長が引き起こされ
ることが分かった。 AF の伸長の際には、上皮や proximal AF の進入間葉細胞では細胞増殖
がほとんど起きておらず、またこのとき上皮の細胞は球形からシート状に形態変化してい
る可能性が示唆された。そこで発生における細胞形態の制御因子として様々な分子経路で
用いられる GSK3 に着目し、この阻害剤 (LiCl)を胸ピレ AF 伸長期に作用させると、伸
長していたヒレが急激に収縮した。このとき上皮細胞の形態が基部ー先端部方向に収縮して
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いたことから、 GSK3 によるヒレの上皮細胞の形態変化がヒレの伸長に関与している可能
性が示唆された。したがって AF は上皮の細胞形態を制御するシグナリングセンターとし
て働く可能性があり、 AER が直下の間充織の増殖を促進するシグナリングセンターである
ことと比較すると根本的に両者の機能が異なることが考えられた。ヒレの AF 伸長に引き
続いて、 proximal AF 領域ではコラーゲン線維(actinotrich) の形成が起こり、 AF 組織が支
持されることから、ヒレから四肢への進化においてみられる「鰭条 (AF) の消失」という
イベントは上皮細胞形態の制御機構の変更かもしくは鰭条形成機構の変更のいずれかに
よって起こった可能性が考えられる。
以上の結果より、第一章でヒレと四肢の形態差創出の重要なポイントとして考えられた
「発生後期における AER と AF の形態差」、「発生後期における Hoxall と Hoxa13 の発現
分離・不分離j 、「発生後期における 5' HoxD 群の発現ドメインの前方拡大の有無J 、「鰭
条骨形成細胞(進入間葉細胞)の起源」のうち、「発生後期における AER と AF の形態差」
に関しては第二章でその重要性が示された。さらに AER による間充織の増殖やその後の
形態形成が AF によって阻害されていることが予想され、 IAF -repression modelJを提唱す
るに至った。 HoxA 因子群や HoxD 因子群による後期発生メカニズムが AF 形成によって阻
害されると仮定すると、ヒレと四肢の中間形質がどのような発生メカニズムで形成された
のかを類推することが可能となる。こうした A下repression model の確からしさを今後さら
に追究していくことで付属肢の多様な形態の創出機構を説明することができると考えら
れる。
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論文審査結果の要旨
脊椎動物の付属肢(ヒレと四肢)は重要な運動器官である。ヒレと四肢は、両
者の中間形質をもった魚類化石が見つかったり(進化学的証拠)、ヒレと四肢の
発生メカニズムが良く似ていたり(発生学的証拠)といったことから、両者は相
同器官であると考えられている。このようにヒレと四肢には共通点がある一方
で、両者の形・構造は全く異なっており、魚類ヒレに特徴的な発生メカニズム、
あるいは四足動物四肢に特徴的なメカニズムが存在することが予想される。
本研究は、ヒレと四肢の最終的な形態差を生みだす発生メカニズムが特に両者
の発生過程後期に存在すると考え、四肢発生のシグナリングセンターとして直下
の間充織の増殖・伸長を促す上皮 AER がヒレ発生の場合には AF へと構造を変え
る点に関して、ヒレ発生における AER と AF の機能的役割について解析した。本
研究ではゼブラフィッシュ匹の発生時期を前期と後期に分け、( 1) AER-AF 転換
期前後)における末端上皮 (AER 、 AF) の形態とそれらの役割と、( 2) AF 伸長期
における AF の形態と AF 伸長メカニズムについて調べている。
まず、 AER-AF 転換期前後の組織学形態学細胞学的な形態変化を詳細に記載し、
さらにいくつかの遺伝子発現とエンハンサー解析から AF 転換のメカニズムにつ
いて言及している。さらに、 AF がヒレ内骨格のパターン形成に対して抑制的な役
割を持っていることを示唆する微細操作による機能解析、 AF 伸長期において
distal AF からの影響を受けて proximal AF が伸長するという発生メカニズムを
明らかにする機能解析、さらに細胞形態の変化が AF 伸長の主な原動力となって
いることを示す組織観察と機能解析を行った。これらの結果から、 AF が上皮の細
胞形態を制御するシグナリングセンターとして働き、これが四肢発生ではみられ
ない、ヒレ特異的な形態創出機構の l つであるモデルを提唱した。
このような新規概念を提唱しただけでなく、新規トランスジェニック系統の作出など本研究
成果は当該研究分野に対してさまざまな重要な貢献をもたらした。これらの研究成果は本人が自
立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを明確に示しており、矢野
十織提出の論文を博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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